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論文内容の要旨
(目的〉
低分子量 G タンパクは、癌遺伝子産物の一つで、ある Ras をはじめ 100 種類以上が存在し、多様な細胞機能の調節
に関与していることが知られている。骨代謝においても、低分子量 G タンパクの様々な役割が明らかにされている。
例えば Ras の活性化は、骨芽細胞の分化抑制や破骨細胞の寿命延長を引き起こすことが示されている。一方、 Ras の
阻害因子として発見され、 Ras と最も相同性が高い低分子量 G タンパクである Rap1 の骨代謝における役割は未だ不
明である。本研究では、 Rap1 の骨代謝における役割を明らかにするために、 Rap1 を特異的に不活化する分子である
SPA-1 の遺伝子欠損マウス (SPA-1-/ マウス)を用いて、骨に見られる表現型を検索するとともに、 Rap1 の骨芽
細胞および破骨細胞の分化に対する影響について in vitro での検討を加えた。
〈実験方法〉
1. SPA-1 遺伝子欠損マウスの検討
野生型マウス (WT マウス、 C57BU6) における Rap1 および SPA-1 の臓器別発現をウエスタンプロッティン
グ法にて確認した。骨の組織学的検討は、 16 週齢マウスの腔骨パラフィン包埋薄切切片を用い、 H-E 染色およ
び酒石酸抵抗性酸ブオスファターゼ染色 (TRAP 染色)を施し行った。
2. Rapl の骨形成に対する作用
未分化間葉系細胞株 C3HI0Tl/2 に、 Rap1 活性化分子である Epac、不活化分子である SPA-l をレトロウィル
スシステムを用い過剰発現させ、 BMP2 存在下で 7 日間培養の後、アルカリフォスファターゼ (ALP) 活性を指
標に評価した。石灰化に対する作用は、 3""4 日齢の SPA-l-/ マウス頭蓋骨由来初代骨芽細胞を BMP2 存在下
で 2 週間培養の後、アリザリンレッド染色およびフォンコッサ染色により評価した。 Rapl の活性化は、活性型
Rapl に対する融合タンパクである RalGDS-RBD を用いたプルダウンアッセイ法にて検討した。石灰化速度お
よび骨形成率の測定にはカルセイン二重標識法を用いて検討した。
3. Rapl の骨吸収に対する作用
SPA-l-/ マウス牌細胞を M-CSF、 RANKL 存在下にて 6 日間培養後、 TRAP 陽性多核破骨細胞様細胞数を測
定した。アクチンリングの形成は、コラーゲンコート処理したカバーガラス上にて同様に破骨細胞形成を誘導し、
??
ローダミン標識フアロイジンにて染色後、蛍光顕微鏡にて観察した。
破骨細胞分化調節因子の発現は、 SPA-l-/- マウス初代培養骨芽細胞に PTH・rP を添加し、 RANKL、 OPG の
mRNA発現を RT-PCR 法により評価した。
(結果〉
1. SPA-l 遺伝子欠損マウスの換討
SPA-l-/- マウスは WT マウスと比較して体重、体毛、生殖能力に差を認めなかった。 SPA-l は WT マウスの
肺、牌臓、骨髄、骨芽細胞、卵巣において強い発現が認められた。また、 SPA-l-/ マウスの牌細胞と骨髄細胞
では WT マウスと比較して Rapl の強い活性化が認められた。
骨の組織学的検討では、 SPA-l-/ーマウスでは WT マウスに比較して有意な海綿骨量の増加と単位骨長当たり
の破骨細胞数の減少を認めた。
2. Rapl の骨形成に対する作用
C3HI0T1I2 において BMP2 刺激により Rapl が活性化されることが示された。また、 BMP2 により誘導され
る C3HI0T1I2 の骨芽細胞分化は、 SPA-l 過剰発現により抑制され、 Epac 過剰発現により促進された。 Epac 過
剰発現細胞では BMP2 非存在下でも骨芽細胞分化が認められた。 SPA-l-/ マウス由来初代骨芽細胞は WT マウ
スと同程度の石灰化を示した。
3. Rapl の骨吸収に対する作用
SPA-l-/ マウス由来牌細胞から誘導された TRAP 陽性破骨細胞様細胞数は、 WT マウスと比較して有意な減
少が認められた。形成された破骨細胞様細胞の形態、アクチンリングの形成に関しては差を認めなかった。
SPA-l-/ーマウス由来初代培養骨芽細胞では、 PTH-rP 刺激による OPGmRNA 発現の減少が抑制されていた。
〈結論・考察〉
骨芽細胞において Rapl が BMP2 により活性化されること、 Rapl の活性が ALP 活性を指標とした骨芽細胞分化
と相関すること、さらには SPA-l-/ マウスにおいて海綿骨量の増加が認められることなどの所見から、 Rapl の活
性化が骨形成を正に制御することが示唆された。一方、破骨細胞においては Rapl の活性化が in 円:tro において破骨
細胞分化を抑制すること、また、 SPA-l-/ーマウスにおいて破骨細胞数の減少が認められることなどの所見から、 Rapl
の活性化は骨吸収に対しては負に作用することが示唆された。そのメカニズムのーっとして、破骨細胞分化誘導刺激
による骨髄間葉系細胞における OPG 発現低下が Rapl 活性化により抑制されることが関与している可能性が示唆さ
れた。
論文審査の結果の要旨
本研究は、低分子 G タンパク Rapl の骨における役割を検討する目的で、 Rapl 活性が高まっている遺伝子改変マ
ウス (SPA-l 欠損マウス)の骨形成および骨吸収について解析を行ったものである。
SPA-l 欠損マウスにおいては、骨量および骨形成が増加しており、一方骨吸収は破骨細胞数の減少により低下して
いた。また培養前駆骨芽細胞においても Rapl 活性の増加は骨芽細胞分化を促進し、活性の抑制は骨芽細胞分化を阻
害した。さらに SPA-l 欠損マウス由来の牌細胞は破骨細胞形成能が低下していた。
以上の結果は低分子 G タンパク Rapl の活性化が骨リモデリングの調節において重要な役割を演じていることを明
らかしたものであり、博士(歯学)を授与するに値すると認める。
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